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@ ^invention concerne une plaque d'electro- 
phorese pour la realisation d'une immunofixa- 
tion, caracterisee en ce qu'elle comporte un 
nombre de pistes d'electrophorese suffisant 
pour permettre la migration electrophoretique 
puis la caracterisation par immunofixation des 
constituants proteiques de plusieurs echantil- 
lons biologiques distincts, les pistes d'electro- 
phorese de la zone d'incubation de chaque 
echantillon ayant une largeur suffisante pour 
visualiser les constituants apres migration, 
notamment comprise entre environ 2 mm et 
environ 5 mm et la largeur de I'espace entre 
deux pistes (espace inter-pistes) etant deter- 
minee de telle sorte que les antiserums ne 
diffusent pas d'une piste vers une autre, cet 
espace ayant notamment une largeur comprise 
entre 2 mm et environ 3 mm. 

L' invention concerne aussi un masque per- 
mettant le depdt localise de reactifs au niveau 
des pistes d'electrophorese en vue de realiser 
une immunofixation, caracterise en ce qu'il 
comprend un nombre determine d'ouvertures, 
de preference egal au nombre de pistes d'elec- 
trophorese, lesdites ou ventures ayant une lar- 
geur comprise entre environ 2 mm et environ 5 
mm et etant separees les unes des autres par un 
espace d'environ 2 mm a environ 3 mm. 




Toutes les dtnensions sont donnees en mm. 
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L'invention concerne un nouveau dispositif per- 
m ttant I'immunofixation simultanee sur un support 
(de type plaque d'electrophorese) unique, de compo- 
ses presents dans des echantillons biologiques dif- 
ferents. 

La technique d'immunofixation qui associe une 
electrophorese a la formation de precipites sur gel est 
connue depuis longtemps. Cette technique a notam- 
ment ete decrite par Alper CA et Johnson AM Vox. 
Sang. 17:445 (1969), Cawley LP et al Clin. Chem. 
22:1262~(1976), Ritchie RF et Smith R Clin. Cherri. 
22:497,1735,1982 (1976). Cette technique estd'usa- 
g~ courant en laboratoire d'analyse clinique et permet 
{'identification d'anomalies dans differents liquides 
biologiques, par exemple dans du serum, de I'urine ou 
du liquide cephalo-rachidien. 

Cette technique comporte principalement les eta- 
pes suivantes : 

1) separation des constituants proteiques du s£- 
rum ou du liquide teste par electrophorese sur 
une plaque notamment sur gel, par exemple sur 
gei d'agarose ; 

2) reaction immunologique avec des anticorps 
specifiques des proteines separees ; 

3) revelation des complexes immunologiques for- 
mes. 

Les conditions pour la realisation de ces etapes 
ont ete decrites dans Tart anterieur. 

Les dispositifs utilises comportent en outre la 
possibility de realiser sur la meme plaque, notam- 
ment le meme gel, un temoin obtenu par fixation de 
I'ensemble des antigenes presents dans I'echantillon 
a I'aide par exemple d'un antiserum non specifique, 
ou d'un f ixateur de proteines. 

De facon generale pour la mise en oeuvre d'une 
immunofixation, Tanticorps ou les anticorps utilises 
pour reveler les antigenes separes doit (doivent) se 
trouver en l£ger exces ou proche de I 'equivalence en 
titre et en quantite, par rapport a I'antigene present 
sur le gel. Dans ces conditions, les complexes antige- 
nes-anticorps sont insolubles et restent emprisonnes 
dans les mailles du gel. 

Les proteines non precipitees lors de la reaction 
immunologique sont eiiminees du gel par lavage 
(pompage avec papier f iltre et lavage en eau physio- 
iogique). Le gel est alors seche et colore avec un co- 
lorant specifique des proteines permettant ainsi la 
mise en evidence des proteines precipitees. Un colo- 
rant couramment utilise dans cette technique est le 
noir amide. 

Une electrophorese realisee conjointement sur le 
meme support, sur un echantillon temoin permet une 
comparaison directe entre I'anomalie rencontree sur 
le profit pr teiqu a I'aide des anticorps specifiques 
et des bandes revelees au niveau du temoin. 

Plusieurs dispositifs sont actuellement disponi- 
bles dans le commerce pour realiser a partir d'un 
echantillon, la detection de proteines par immuno- 



fixation. 

On citera a titr d' xemple le dispositif vendu 
sous la denomination HYDRAGEL® IF par la societe 
SEBIA(lssy les Moulineaux, France). Conformement 

5 a ce dispositif, on utilise un gel d'electrophorese sur 
lequel on depose au niveau d'un nombre de pistes de- 
termine, une quantite donnee d'un echantillon qui est 
ensuite soumis a une electrophorese. Un masque 
comportant un nombre d'ouvertures egal au nombre 

10 de pistes du gel, et coincidant avec elles, est ensuite 
depose sur le gel. 

Apres le dep6t du masque, un ou plusieurs anti- 
serums specifiques et/ou non-specifiques, et/ou le 
cas echeant un f ixateur de proteines sont deposes au 

15 niveau des pistes determinees par la presence du 
masque sur le gel de facon a permettre la reaction 
des antigenes presents dans I'echantillon et des an- 
ticorps contenus dans les antiserums. Les complexes 
immunologiques sont ensuite mis en evidence selon 

20 les techniques classiques. 

Selon le dispositif HYDRAGEL® IF, le gel utilise 
pour la realisation d'une immunofixation dite "simple" 
(IF simple), c'est a dire permettant la recherche d'an- 
tigenes dans un seul echantillon dont on recherche la 

25 composition, a les dimensions suivantes 83 mm de 
largeur sur 101 mm de longueur. Ce gel comporte 6 
pistes d'electrophorese permettant la realisation d'un 
temoin et rimmunofixation avec des immunseYums 
specifiques de type anti-IgG, anti-lgA, anti-IgM, anti- 

30 Kappa et anti-Lambda. 

Pour la realisation de cette immunofixation dite 
simple, les quantites d'echantillon et d'antiserum de- 
posees par unite de surface sont sensiblement iden- 
tiques et de I'ordre de 70 uJ ou 80 ul pour chacun. 

35 La presente invention a pour objet de proposer la 

realisation d'une immunofixation sur plusieurs 
echantillons distincts, mais sur une unique plaque 
d'electrophorese. 

On a deja propose dans I'etat anterieur de la tech- 

40 nique, la realisation de tests d'immunofixation simul- 
tanement a partir de deux echantillons differents. Les 
dispositifs connus a cet egard sont caracterises par 
I'utilisation de plaques d'electrophorese dont la taille 
est augmentee voire doublee par rapport a la taille 

45 des plaques notamment des gels couramment em- 
ployes pour la realisation d'immunofixations dites 
simples. 

De tels dispositifs necessitent le plus souvent la 
mise en oeuvre de materiel specialement adapte 

so s'agissant des dimensions, par exemple de cuves 
d'electrophorese, et de boTtes de lavage et d'incuba- 
tion, differentes du materiel utilise pour la realisation 
d'immunofixations dites simples. 

Les inventeurs de la presente demande ont mis 

55 en evidence qu'il est possible d'effectuer simultane- 
ment sur une seule plaque d'electrophorese, des im- 
munofixations n vue de rechercher la composition 
de plusieurs echantillons distincts, et notamment de 
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realiser des immunofixations doubles (sur deux 
echantillons) en utilisant des plaques dem*m s di- 
mensions que celles des plaques utilisees en immu- 
nof ixation simple, sans alterer la sensibilite ni la pra- 
ticabilite du test. 5 

La technique utilisee pour real iser sur une meme 
plaque, une detection par immunof ixation a partirde 
plusieurs, de preference deux, echantillons distincts, 
a consiste a augmenter le nombre de pistes d'eiectro- 
phorese, en particulier a le doubler tout en conser- 10 
vant I'ordre de grandeur des dimensions densemble 
du support d'eiectrophorese habituellement utilise 
pour I'immunofixation simple, sans que la qualite du 
test d'immunof ixation soit alteree. 

En particulier les inventeurs ont def ini des condi- 15 
tions qui permettent de diminuer la dimension des 
pistes d'eiectrophorese et de les rapprocher sur la 
plaque sans neanmoins observer par exemple des 
phenomenes de diffusion et de melange d'une piste 
a Taut re, des antiserums appliques pour effectuer 20 
I'immunofixation meme dans le cas d' incubation pro- 
longee (jusqu'a 30 mn), phenomenes qui nuiraient a 
la qualite du test. De meme la reduction de la dimen- 
sion, au moins de la iargeur des pistes de la plaque 
d'eiectrophorese et de I'espace entre les pistes (es- 25 
pace inter-pistes) ne diminue pas la qualite du test en 
c sens que la visualisation et la lecture des resultats 
reste satisfaisante. 

Le dispositif de I'invention peut etre realise a par- 
tir des plaques habituellement utilisees pour effec- 30 
tuer des immunofixations en particulier a I'aide de 
gels d'eiectrophorese tels que les gels d'agarose (a 
1 %, 2 %, ...). 

De meme le masque utilise pour deposer de fa- 
con localisee les antiserums sur la plaque d'electro- 35 
phorese apres la migration electrophoretique est pre- 
pare a partir de materiaux couramment employes 
dans le domaine. Les echantillons biologiques testes 
sont des liquides biologiques, par exemple du serum, 
de Purine ou du liquide cephalo-rachidien. 40 

En outre, de facon tout a fait interessante, les in- 
v nteurs ont constate que les conditions definies 
pour la realisation de ('invention permettaient de di- 
minuer la quantite d'echantillon deposee et ce malgre 
I'accroissement du nombre de pistes d 'elect rophore- 45 
s . 

L'invention a pour objet une plaque d'eiectropho- 
rese pour la realisation d'immunof ixation telle que les 
dessins des pistes d'eiectrophorese individual isees 
sont soit reproduits sur le support du gel, soit regrou- so 
pes dans un cadre unique correspondant aux dimen- 
sions de I'ensemble des pistes necessaires a ('analy- 
se. 

L'invention a done pour objet une plaque d'eiec- 
trophorese pour la realisation d'une immunof ixation, 55 
qui seion un premier mode de realisation de l'inven- 
tion, est caracterisee en ce qu' He comporte un nom- 
bre de pistes d'eiectrophorese suff isant pour permet- 



tre la migrati n elect rophoretiqu puis la caracterisa- 
tion par immunof ixation des constituants proteiqu s 
de plusieurs echantillons biologiques, les pistes 
d'eiectrophorese de la zone d'incubation de chaque 
echantillon ayant une Iargeur suff isante pour visuali- 
ser les constituants apres migration, notamment une 
Iargeur comprise entre environ 2 mm et environ 5 mm 
et, la Iargeur de I'espace entre deux pistes (espace in- 
ter-pistes) etant determinee de telle sorte que les an- 
tiserums ne diff usent pas d'une piste vers une autre, 
cet espace ayant notamment une Iargeur comprise 
entre 2 mm et environ 3 mm. 

Une telle plaque permet la realisation simultanee 
de plusieurs immunofixations, en particulier de deux 
immunofixations sans que les dimensions de la pla- 
que constitute de preference par un gel, soient mo- 
difies par rapport aux dimensions des gels habituel- 
lement utilises pour effectuer des immunofixations 
simples. Le dispositif de l'invention presente i'avan- 
tage de reduire la quantite des reactifs utilises pour 
proceder a I'immunofixation. 

Selon une premiere variante de realisation de la 
plaque de l'invention, la Iargeur des pistes d'eiectro- 
phorese est d'environ 4,75 mm. 

Selon une autre variante de realisation preferee 
de l'invention, I'espace inter-pistes a une Iargeur 
d'environ 2,55 mm. 

Les dimensions globales de la plaque d'eiectro- 
phorese sont avantageusement comprises entre 75 
mm et 90 mm pour la Iargeur, et comprises entre 95 
mm et 11 0 mm pour la longueur. 

Une plaque d'eiectrophorese particuiierement 
avantageuse pour la realisation d'une immunof ixa- 
tion selon l'invention est caracterise en ce qu'il 
comporte 12 pistes, et en ce que ses dimensions sont 
les suivantes : 

- longueur de la plaque : environ 102 mm 

- Iargeur de la plaque : environ 82 mm 

- Iargeur de chaque piste : environ 4,75 mm 

- espace inter- pistes : environ 2,55 mm. 

De preference, la hauteur des pistes d'eiectro- 
phorese est d'environ 40 mm et I'espace entre deux 
groupes de 6 pistes d'eiectrophorese est de 3 mm en- 
viron. 

L'invention a egalement pour objet un masque 
permettant le depot localise de reactifs au niveau des 
pistes d'eiectrophorese de la plaque decrite ci-des- 
sus, en vue de real iser une immunof ixation, caracte- 
rise en ce qu'il com pre nd un nombre determine d'ou- 
vertures, de preference egal au nombre de pistes 
d'eiectrophorese, lesdites ouvertures ayant une iar- 
geur comprise entre environ 2 mm et environ 5 mm 
et etant separees les unes des autres par un espace 
d'environ 2 mm a environ 3 mm. 

Un masque particuiierement prefere est realise 
de telle facon que la larg ur des ouvertures qu'il 
comporte est d'environ 4,75 mm. 

Selon un autre mod de realisation prefere de 
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I'invention, le masque est tel que I'espac ntre les 
ouv rtures qu'il c mporte a un largeur d'environ 
2,55 mm. 

Seion un autre mod de realisation de ('invention, 
ies pistes d'eiectrophorese de la zone d'incubation 5 
pour I'immunofixation des echantillons apres migra- 
tion ne sont pas imprimees individuellement sur le 
support ou sur le gel, mais correspondent exactement 
aux ouvertures du masque depose apres la migration 
des echantillons sur le gel. Dans ce cas, les pistes ap- 10 
paraissent comme etant regroupees dans un cadre 
unique sur la plaque d'eiectrophorese, ledit cadre 
ayant les dimensions indiqu6es ci-dessus pour la pla- 
que d'eiectrophorese. 

L'invention vise egalement un ensemble permet- 15 
tant la realisation d'immunofixations multiples, par 
exemple d'une immunofixation double, caracterise 
en ce qu'il comporte une plaque r6pondant & Tun des 
modes de realisation decrits ci-dessus et un masque 
tel que d6fini pr6c6demment. 20 

Un proc6d6 pour la realisation d'immunofixations 
multiples selon I'invention comprend les etapes sui- 
vantes : 

- le depot d'une quantite comprise entre 1 \\\ et 

8 |il, de preference d'environ 5 p.l, de chaque 25 
echantillon k analyser & une dilution allant de 
1/10 & 1/50, sur chaque piste d'une plaque 
d'eiectrophorese decrite ci-dessus, 

- la migration eiectrophoretique des echantil- 
lons de facon & separer les constituants protei- 30 
ques qu'il contiennent, 

- I'application d'un masque decrit ci-dessus sur 
le support d'eiectrophorese, 

- le d6p6t k travers chaque ouverture du mas- 
que d'une quantite comprise entre 30 et 40 ul 35 
environ de preference environ 35 ul, de r6actifs 

de fixation specifiques et/ou non sp6cifiques 
des proteines, notamment des antiserums spe- 
cifiques, 

- I'incubation des reactifs de facon & permettre 40 
leur reaction avec les constituants proteiques 

des echantillons, en particulier la formation de 
complexes immunotogiques, 

- la detection des complexes immunologiques 
formes. 45 

La quantite de r6actif deposee sur la plaque est 
d'environ 15 £ environ 25 pi/cm 2 de piste de preferen- 
ce environ 18,5 jil/cm 2 . 

Seion une variante particuliere de la realisation 
du procede, le masque peut etre retire des que les so 
reactifs ont pen6tr6 totalement dans la plaque avant 
la fin de la p6riode d'incubation des reactifs. 

Les techniques et materiaux mis en oeuvre pour 
la realisation de I'invention sont ceux habituellement 
utilises pour effectuer des immunof ixations. 55 

Cependant, le dispositif de I'invention permet 
avantageusement d'utiliser une quantite moindre 
d*6chantillons et de reactifs et d'effectuer sur une 



mem plaque d'eiectrophorese plusieurs analyses 
simultanees. 

De facon tout & fait interessante, la sensibilite de 
la detection des constituants de I'echantillon et en 
particulier des paraproteines susceptibles de se trou- 
ver dans les echantillons testes est conservee par 
rapport d la sensibilite de detection habituellement 
obtenue avec une immunofixation de type simple. 

S'agissant des materiaux employes pour r6aliser 
le masque de I'invention, on pourra citer des plasti- 
ques souples, par exemple des polyesters, le terpha- 
ne, d'6paisseur d'environ 50 d 75 urn. 

La figure 1 represente un masque comportant 12 
pistes, de format egai £ 82 mm sur 102 mm, realise 
en terphane, d'epaisseur 75 |im. 

La figure 2 represente un gel permettant la reali- 
sation d'une immunofixation double et comportant 12 
pistes pour I'analyse de deux serums diff6rents. 

La figure 3 represente les r6sultats d'une immu- 
nofixation double. 

La figure 4 represente une plaque d'eiectropho- 
rese sur laquelle les pistes sont regroupees au sein 
d'un cadre unique. 



Revendications 

1 . Plaque d'eiectrophorese pour la realisation d'une 
immunofixation, caracterisee en ce qu'elle 
comporte un nombre de pistes d'eiectrophorese 
suff isant pour permettre la migration eiectropho- 
retique puis la caracterisation par immunofixa- 
tion des constituants proteiques de plusieurs 
echantillons biologiques distincts, les pistes 
d'eiectrophorese de la zone d'incubation de cha- 
que echantillon ayant une largeur suff isante pour 
visualiser les constituants apres migration, no- 
tamment comprise entre environ 2 mm et environ 
5 mm et la largeur de I'espace entre deux pistes 
(espace inter-pistes) etant determinee de telle 
sorte que les antiserums ne diff usent pas d'une 
piste vers une autre, cet espace ayant notam- 
ment une largeur comprise entre 2 mm et environ 
3 mm. 

2. Plaque d'eiectrophorese pour la realisation d'une 
immunofixation selon la revendication 1 , caracte- 
risee en ce que la largeur des pistes est d'environ 
4,75 mm. 

3. Plaque d'eiectrophorese pour la realisation d'une 
immunofixation selon la revendication 1 ou la re- 
vendication 2, caracterisee en ce que I'espace in- 
ter-pistes a une largeur d'environ 2,55 mm. 

4. Plaque d'eiectrophorese pour la realisation d'une 
immunofixation selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 & 3, caracterisee en ce que sa lar- 
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geur est comprise entre environ 75 mm et 90 mm 
et sa longueur est comprise entre environ 95 mm 
et 110 mm. 

5. Plaque d'electrophorese pour la realisation d'une 5 
immunofixation selon Tune quelconque des re- 
vendications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle 
comporte 12 pistes et en ce que ses dimensions 
sont les suivantes : 

- longueur de la plaque : 102 mm 10 

- largeur de la plaque : 82 mm 

- largeur de chaque piste : 4,75 mm 

- espace inter-pistes : 2,55 mm. 

6. Plaque d'electrophorese pour la realisation d'une is 
immunofixation selon la revendication 5, caracte- 
risee en ce que la hauteur de piste est d'environ 

40 mm et I'espace entre 2 groupes de 6 pistes est 
de 3 mm. 

20 

7. Masque permettant le depdt localise de reactifs 
au niveau des pistes d'electrophorese selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6 en vue 
de realiser une immunofixation, caracterise en ce 

qu'il comprend un nombre determine d'ouvertu- 25 
res, de preference egal au nombre de pistes 
d'electrophorese, lesdites ouvertures ayant une 
largeur comprise entre environ 2 mm et environ 
5 mm et etant separees les unes des autres par 
un espace d'environ 2 mm a environ 3 mm. 30 



que echantillon a analyser a une dilution al- 
lant de 1/10 a 1/50, sur chaqu piste d'un 
plaque d'electrophorese selon Tune quel- 
conque des revendications 1 a 5, 

- la migration electrophoretique des echanti I- 
lons de facon a separer les constituants 
proteiques qu'il contiennent, 

- ('application d'un masque selon Tune quel- 
conque des revendications 6 a 9, sur ie sup- 
port d'electrophorese 

- le depdt a travers chaque ouverture du 
masque d'une quantite comprise entre 30 
nl et 40 uJ environ de preference environ 35 
til, de reactifs de fixation specif iques et/ou 
non specif iques des proteines, notamment 
des antiserums specif iques 

- Hncubation des reactifs de facon a permet- 
tre leur reaction avec les constituants pro- 
teiques des echantiiions, en particulier la 
formation de complexes immunologiques, 

- la detection des complexes immunologi- 
ques formes. 



8. Masque selon la revendication 7, caracterise en 
ce que la largeur des ouvertures est d'environ 
4,75mm. 

9. Masque selon la revendication 7 ou la revendica- 
tion 8, caracterise en ce que I'espace entre les 
ouvertures a une largeur d'environ 2,55 mm. 



10. Ensemble permettant la realisation d'immuno- 40 
fixations multiples, par exemple double, caracte- 
rise en ce qu'il comporte une plaque selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5 et un mas- 
que selon I'une quelconque des revendications 6 



11. Ensemble permettant la realisation d'immuno- 
f ixations multiples, par exemple double, caracte- 
rise en ce qu'il comporte une plaque d'electro- 
phorese regroupant des pistes d'electrophorese so 
non imprimees individuellement et comprise 
dans un cadre unique, et un masque selon I'une 
quelconque des revendications 6 a 9. 



12. Precede pour la realisation d'immunof ixations 55 
multiples comprenant les etapes de : 

- le depdt d'une quantite comprise entre 1 uJ 
et 8 ui, de preference d'environ 5 uJ, de cha- 

5 
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Figure 1 
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Toutes les dimensions sont donnees en 



mm , 
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Figure 2 
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FIGURE 3 
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Figure 4 
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